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Metoder for sekvensanalyse 



Foreliggende oppfinnelse er utskilt fra patents0knad 19986133 som omfatter en metode 
for DNA-sekvensering som inneholder f0lgende trinn: 

Forste trinn tar utgangspunkt i en ren DNA-populasjon bestaende av DNA-sekvensen 
som skal sekvenseres. DNA-molekylene kuttes/brekkes pa en uspesifikk mSte slik at det 
dannes en populasjon med DNA-molekyler bestaende av biter (heretter kalt DNA-biter) 
av den opprinneUge sekvensen. 

Annet trinn bestSr i k erstatte baseparene i DNA-bitene med 4 ulike DNA-sekvenser 
(heretter kalt DNA-fragmenter) som representerer hver av de fire basene adenin, cyto- 
sin, guanin og tymin. Der hvor det bar vaert basepar A-T, settes det altsa inn "firagment 
A", C-G byttes ut med "fragment C" osv. Dermed genereres nye DNA-molekyler hvor 
den opprinneUge baserekke&lgen pa f eks. ACGTT... erstattes med firagment A - 
fragment C - fragment G osv. Lengden pa disse fire DNA-fragmentene kan i prinsippet 
variere i lengde fra 2bp til flere hundre kbp (eller mer om 0nskelig), alt etter behov. 
Tilsvarende kan DNA-fragmentene inneholde reportergener og aimen biologisk infor- 
masjon eller kun besta av sekvenser uten kjent biologisk fimksjon. 

I tredie trinn avleses rekkefcflgen av de fire typene DNA-firagmenter for hvert enkelt 
DNA-molekyl. Dermed finner man baserekkefelgen i de opprinneUge DNA-bitene 
indirekte. 

I fierde trinn benytter et dataprogram overlappen mellom DNA-bitene til a sette sammen 
informasjonen fra trinn 3 til sekvensen pi DNA-sekvensene som ble brukt som utgangs- 
punkt. 

ForeUggende oppfinnelse omhandler bruk av DNA-chips til paralelle sekvenserings- 
reaksjoner, til bruk ved sekvensanalyse ; i kombinasjon med utrettingsmetoder av 

DNA. 



Bruk av DNA chips til parallelle sekvensreaksjoner 



er bygd opp DNA ^^^^ T,"^ ^ „^ f.^fa. feste gener fta en 

Lner som er av medisinsk diagnostisk intetesse og sekvensere disse pml\ea. tx viKug po g 
Lr,Z^^ er n^dt til a u«S konvensjonelle PCR r^joner ■ foAant a» selve 

festeprosedyren 

KomplemeMtaer DMA 
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Fi. I Metode for fi feste m&I DNA tU en DNA chips. Utgangspunktet er en DNA chips ™«d oUgonukleotider 



Dertter ekstenderer man DNA molekylen med en PCR syklus slik at man 

sekvensering. 



f&r dobbelttr&dig m&l DNA klar til 



Metoderfor & rette ut DNA 

Metoder for a rette ut DNA bar bUtt utviklet i flere ulike sammenhenger. For a fimie en bedre 
me^e til a tokaUsere fluorescerende DNA-prober brukte Weier et al en tekmkk^t 
rmolt^ulL^^iS> ; En fesning med mal-DN A som probene ble hybridasert td bk pl^sert 
rSX^ve^a^e preparert slik at DNA-molekylene festet seg med en av endene til 
gL^Ltl^De'Lfikk'deW-mol^^^^^^ 

vSeJp av et fluorescens mikroskop kunne de dermed o^seryere probenes rela^ve 
oosilner pa de utstrakte DNA-molekylene (Weier HUG, et al.; Hum Mol Genet 4 10).1903- 
\?mi99!^) For a teste elastisiteten til DNA-molekyler lanserte Steven Chu 1 1 99 1 en 
Z<^^SlLtrapping>>hvorhan<<^^^^^ 

laserstrale mens resten av molekylet ble rettet ut ved hjelp av en v5Bskestr0m (Chu S Science 
2?3^6r 6) v'e^har Chu s og andres forsek vist at DNA-molekyler har en betydd^xg 
ef^L og selv DNA-molekyler pa flere hundre kb kan tale en shk utrettmgsprosedyre 
(Strick-TR, et al.; Science 271 : 1 835-7). 

Som altemativ til eksisteiende metoder for a rette ut DNA kan man broke elektriske ladninger. 
ISSSliuger er lette a regulere i styrke, skaper homogene felter uten turbulens og 
v^liddelb^. DNA molekyler er i utgangspunktet negativt ladede og vil ^aledes 
tiSTav positive og ftast^tes av negative ladninger. Som fig. 2 viser kan man saledes 
teXseg en Slike strategier for a rette ut DNA ved hjelp av elektnske ladmnger. 

A) B) ^ 

y / Urge hvor kraft vektoren. fra 



^ Bufi i wiatalL ePar liQiFwHft medladnutg 



2 Metoder for a rette «t DNA molekyler ved hjelp av elektriske ladainger A) Det prmsip.elt ^^^^ 
ISis!Jr^%Wv elte"ne^^^ punktladning foran avlesningsplaten. I f0lge Coulombs lov er ladnmeens kraft 
ti ^NTnSSrtavers propo«jonal med avstanden^ DNA molekylene n«nn«5t ladnmgen vd dermed 

turn DelTd Si man lun a forflytte ladningen nSr avlesningsenheten forflyttes s.delengs. 
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Fremgangsmate for sekvensanalyse, k arakterisert 
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Fremgangsmate for anvendelse av DNA-chips og metoder for utretting av DNA for bruk 
ved sekvensanalyse. 



